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研究の背景と経緯
　既存の化学放射線療法に対する難治がんの治療抵抗
性の原因として癌幹細胞モデルが提唱されている．す
なわち腫瘍組織には癌幹細胞と非癌幹細胞が存在し，
腫瘍組織の大部分を占める治療感受性の非癌幹細胞が
化学放射線治療により死滅するため腫瘍は一時的に縮
小するが，ごくわずかな治療抵抗性の癌幹細胞が生き
残り再び増殖し治療抵抗性となるという考え方であ
る．この癌幹細胞モデルは，白血病をはじめ乳癌や大
腸癌，グリオーマなどで広く受け入れられている1)．
それゆえ，癌の根治を目指すには癌幹細胞を標的とす
る新しい治療法の確立が急務である．さらに最近では，
分裂や増殖を繰り返す非癌幹細胞と異なり，癌幹細胞
は幹細胞性を維持するために静止期に留まることが明
らかとなっている．既存の化学放射線療法は細胞周期
を停止させる事で増殖が盛んな癌細胞に対して有効で
あるが，静止期癌幹細胞は抵抗性を示す．この静止期
癌幹細胞こそが癌治療において真の治療標的と考えら
れ，実際に静止期白血病幹細胞に対して亜ヒ酸や
G-CSF などのサイトカインが細胞周期を回すことで
抗癌剤への感受性を高めることが報告されている2)．
しかし，固形癌における静止期癌幹細胞の存在や，細
胞周期を回す事で抗癌剤への感受性を高めるかどうか
は依然不明であった．
　我々は，正常５型アデノウイルス（Ad5）を基本骨
格として，ヒトテロメラーゼ逆転写酵素 (hTERT)遺
伝子プロモーター制御下にウイルスが複製出来るよう
に改変したテロメラーゼ特異的制限増殖型腫瘍融解ア
デノウイルス製剤（テロメライシン，開発コード；
OBP-301）を開発し，各種固形癌に対する有効性を報
告してきた3,4)．ウイルスは感染した宿主細胞の細胞周
期を制御してウイルスの複製を行う事が知られてい
る．しかし，静止期癌幹細胞に対する治療効果や細胞
周期への影響は不明であった．本研究では，胃癌細胞
株を用いてCD133陽性胃癌幹細胞を同定し，細胞周期
可視化プローブFUCCI（fluorescent ubiquitinaiton-
based cell cycle indicator）5)を用いて時空間的に癌幹
細胞の細胞周期をリアルタイムにイメージングするこ
とに成功した．OBP-301が静止期癌幹細胞を S/G2/M
期へ移行させることにより治療効果を発揮し，既存の
化学療法に対する感受性を増感させることを明らかに
した．さらに，OBP-301がウイルス遺伝子E1Aを介
して細胞周期関連タンパク質を制御する事で静止期癌
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幹細胞をG0/G1期から S/G2/M期へ強制的に移行させ
殺傷する治療メカニズムを解明した．
研究成果の内容
１. 胃癌におけるCD133陽性細胞は癌幹細胞様の性
質を有する
　癌幹細胞は放射線耐性であることを利用し，放射線
耐性株を得た．放射線耐性MKN45，MKN7胃癌細胞
は親株に比して有意にCD133陽性率が上昇していた
ため，CD133陽性細胞について幹細胞性の性質を評価
した．幹細胞性の評価として不均衡分裂能，スフェア
形成能，造腫瘍性，治療抵抗性について検討した．
CD133陽性細胞は，CD133陽性細胞とCD133陰性細
胞を作り出す不均衡分裂能を有し，有意に多くのスフ
ェア形成能を示した．CD133陽性細胞だけが腫瘍を形
成し，CD133陽性細胞は，CD133陰性細胞よりも有意
に抗癌剤や放射線に治療抵抗性を示した．以上より，
CD133 陽性細胞は幹細胞性の性質を有しており，胃癌
細胞においてCD133陽性細胞は癌幹細胞の候補と考
えられた．
２. FUCCI 技術は静止期のCD133陽性癌幹細胞と増
殖期のCD133陰性非癌幹細胞の可視化を可能にする
　G0/G1期を赤，early S 期を黄，late S/G2/M期を緑
に標識する細胞周期可視化プローブFUCCI5)をCD133
陽性癌幹細胞とCD133陰性非癌幹細胞に導入し，細胞
周期可視化細胞を作成し，細胞周期動態を共焦点レー
ザー顕微鏡により経時的に観察した．CD133陽性癌幹
細胞は細胞密度が高くなると分裂が停止し，主にG0/G1
期を示した．さらに，幹細胞性を評価する培養方法で
あるスフェア培養法によって培養した場合もほとんど
の細胞はG0/G1期を示した（図Ａ）．一方，CD133陰
性非癌幹細胞は細胞密度に関係なく細胞分裂を続け，
S/G2/M期の細胞が有意に多かった．FUCCI 技術によ
り固形癌においても，癌幹細胞が非癌幹細胞より静止
期に留まり易いことが明らかになった．
３. OBP-301は癌幹細胞において効率的に複製して
殺傷する
　CD133陽性癌幹細胞とCD133陰性非癌幹細胞に対
するOBP-301の細胞傷害性をXTTアッセイ法で検
討した．OBP-301は，CD133陽性癌幹細胞とCD133 陰
性非癌幹細胞を同程度に殺傷した．また，OBP-301は
CD133陽性細胞の割合を有意に減少させたが，抗癌剤
と放射線は減少させなかった．以上より，OBP-301は
非癌幹細胞と同様に癌幹細胞を十分に殺傷できること
が明らかになった．
　次に，OBP-301が癌幹細胞を殺傷するメカニズムに
ついて，癌幹細胞と非癌幹細胞のテロメラーゼ活性と
ウイルスの複製について検討した．CD133陽性癌幹細
胞のテロメラーゼ活性は約３倍有意に高かった．
OBP-301感染後のウイルス遺伝子E1A DNAの発現
もCD133陽性癌幹細胞の方が約２倍有意に高かった．
以上より，OBP-301は癌幹細胞の高いテロメラーゼ活
性を利用する事で効率的に複製し，癌幹細胞を殺傷す
ることが明らかになった．
４. OBP-301は静止期癌幹細胞の細胞周期を S/G2/
M期に回して殺傷する
　OBP-301が静止期癌幹細胞の細胞周期を変化させ
るか，FUCCI 導入 CD133陽性癌幹細胞のスフェアを
経時的に観察した．OBP-301は静止期（G0/G1期）に
ある癌幹細胞の細胞周期を回して S/G2/M期に移行さ
せながら殺傷した（図Ａ）．一方，シスプラチンや放射
線は細胞周期を静止期から変化させなかった（図Ａ）．
化学放射線治療は静止期癌幹細胞の細胞周期を変化さ
せず無効であるが，OBP-301は静止期癌幹細胞の細胞
周期を S/G2/M期に変化させながら殺傷する事が明ら
かになった（図Ｂ）．
５. OBP-301は静止期癌幹細胞を S/G2/M期に回し
て抗癌剤感受性を増強する
　OBP-301による細胞周期の移行が癌幹細胞の化学
療法感受性を増強するかどうかについて，FUCCI 導入
CD133陽性癌幹細胞のスフェアをOBP-301で感染さ
せた後抗癌剤で治療した．OBP-301と抗癌剤の併用療
法は，OBP-301単独療法よりも有意に殺傷し，また
G0/G1期から S/G2/M期に移行させて留めていた（図
Ｃ）．以上より，OBP-301は静止期癌幹細胞の細胞周
期を強制的に S/G2/M期に移行させ留める事により抗
癌剤感受性を増強することが明らかになった（図Ｄ）．
６. ウイルス遺伝子E1Aが細胞周期関連タンパクを
制御して細胞周期を変化させる
　OBP-301がＳ期へ回す分子メカニズムについて，細
胞周期に関連するタンパク質の発現をウェスタンブロ
ット法で解析した．E1Aを持つOBP-301や野生型ウ
イルスAd5は，E2F1，cMyc，pAkt などの G1期から
Ｓ期への移行を促すタンパク質の発現を増加させ，
p27，p21などのG1期を維持するタンパク質の発現を
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減少させた（図Ｄ）．しかしE1Aが欠損したウイルス
dl312では変化しなかった．以上より，OBP-301はウ
イルス遺伝子E1Aが細胞周期関連タンパクの発現を
制御して細胞周期を回すことが明らかになった（図Ｄ）．
７. OBP-301は移植腫瘍においても静止期癌幹細胞
を減らし抗腫瘍効果を示す
　OBP-301が移植腫瘍組織内のCD133陽性癌幹細胞
の陽性率を減らすかについて検討した．CD133陽性細
胞が豊富な（＞50%）放射線耐性MKN45細胞をヌー
ドマウス背部に移植し，OBP-301，抗癌剤，放射線で
治療した．OBP-301は有意にCD133陽性細胞率を減
少させたが，抗癌剤，放射線治療は増加させた．
　次に，FUCCI 導入MKN45細胞による移植腫瘍にお
ける細胞周期の可視化と治療による細胞周期の変化を
解析した．腫瘍が大きくなるにつれて腫瘍中心部組織
にG0/G1期の癌細胞が多くなり，S/G2期の癌細胞は腫
瘍辺縁組織の20%程度であった．抗癌剤治療群では S/
G2/M期の癌細胞が消失してG0/G1期の癌細胞のみで
あった．治療後３週間で腫瘍が増大してきた時には腫
瘍辺縁組織に S/G2/M期の癌細胞が再び増加してい
た．これは，抗癌剤は S/G2/M期の癌細胞のみを殺傷
するため，G0/G1期の癌細胞が残り，治療後腫瘍が増
大するに伴い治療抵抗性の静止期癌細胞が再び増殖し
たことを示していた．一方，OBP-301は腫瘍中心部組
織にあるG0/G1期の癌細胞を S/G2/M期へ移行させ殺
傷した．以上より，マウス移植腫瘍においてOBP-
301 は治療抵抗性の静止期癌幹細胞の細胞周期を回転
させ抗腫瘍効果を発揮する事が明らかになった．
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図　FUCCI 導入癌幹細胞に対するOBP-301と化学放射線治療の治療感受性と細胞周期の制御機構
Ａ：FUCCI 導入癌幹細胞をスフェア培養し，OBP-301，シスプラチン，放射線で治療した．治療後７日目に共焦点レーザー顕微鏡に
て撮影した．Ｂ：癌幹細胞に対するOBP-301と化学放射線治療の治療効果のシェーマ．Ｃ：FUCCI 導入癌幹細胞をスフェア培養し，
OBP-301，シスプラチン，パクリタキセル，OBP-301とシスプラチンもしくはパクリタキセルの併用で治療した．治療後７日目に共
焦点レーザー顕微鏡にて撮影した．Ｄ：OBP-301の細胞周期制御による化学療法，放射線療法の増感剤として働く分子メカニズムの
シェーマ．
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８. OBP-301 は移植腫瘍において S/G2/M期に移行
させて抗癌剤感受性を増強する
　OBP-301による細胞周期移行が腫瘍の化学療法感
受性を増強するかどうかをFUCCI 導入MKN45細胞
による移植腫瘍で検討した．OBP-301と抗癌剤の併用
療法はOBP-301単独療法よりも有意に腫瘍抑制効果
を示した．併用療法の細胞周期動態は，FUCCI スフェ
アと同様に，G0/G1期にいる治療抵抗性癌細胞が減少
し，抗癌剤に感受性を示す S/G2/M期にいる癌細胞の
構成率が増えていた．以上より，OBP-301は静止期癌
幹細胞の細胞周期を S/G2/M期に移行させる事により
癌幹細胞の抗癌剤感受性を増強させることが明らかに
なった（図Ｄ）．
研究成果の意義
　これまで白血病における治療抵抗性の原因として静
止期癌幹細胞の存在が示唆されていた．しかし固形癌
での静止期癌幹細胞の存在は不明であった．さらに，
細胞周期の可視化を行いながら静止期癌幹細胞に対す
る治療動態をリアルタイムかつ時空間的に解析する評
価系は存在しなかった．本研究では，胃癌細胞株から
CD133陽性癌幹細胞を同定し，細胞周期可視化プロー
ブ (FUCCI)を導入する事により固形癌における静止
期癌幹細胞の存在と治療抵抗性をイメージングにより
明らかにした．テロメラーゼ特異的制限増殖型腫瘍融
解アデノウイルスOBP-301はG0/G1期から S/G2/M
期に細胞周期を動かして静止期癌幹細胞を殺傷し，抗
癌剤の感受性を増強させることを明らかにした．癌幹
細胞は非癌幹細胞よりもテロメラーゼ活性が高く，
OBP-301は癌幹細胞内で効率良く複製出来ることか
ら，癌幹細胞を標的とした治療法になり得ると考えら
れた．OBP-301は S/G2/M期に強制的に細胞周期を動
かす事でウイルス自身による細胞傷害作用と抗癌剤へ
の増感作用を発揮することから，OBP-301と従来の抗
癌剤との併用療法は癌幹細胞を根絶する有望な治療戦
略となりうることが示唆された．
今後の展開ならびに展望
　本研究で開発した癌幹細胞の細胞周期を可視化する
技術は，生体内での腫瘍組織中に存在する静止期癌幹
細胞の同定に有用であり，癌の悪性化進展，治療抵抗
性，再発における静止期癌幹細胞の役割を解析する重
要なモデルとなりうる．さらに，静止期癌幹細胞に対
する新規治療法の評価系としても有用である．特に，
我々が開発したFUCCI 導入癌幹細胞のスフェア培養
法は生体内と同様に静止期癌幹細胞の細胞周期を長期
間観察する事ができ，OBP-301のように静止期癌幹細
胞の細胞周期を標的とする薬剤候補をスクリーニング
する評価系となる事が期待される．
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